ピリドキサールリン酸不応性X染色体連鎖鉄芽球性貧血における赤血球型δ-アミノレブリン酸合成酵素遺伝子の変異とその変異酵素に関する研究 by 古山 和道
ピリドキサールリン酸不応性X染色体連鎖鉄芽球性
貧血における赤血球型δ-アミノレブリン酸合成酵
素遺伝子の変異とその変異酵素に関する研究
著者 古山 和道
号 2883
発行年 1996
URL http://hdl.handle.net/10097/21368
 氏名(本籍)
 学位の種類
学位記番号
学位授与年月日
 学位授与の条件
最終学歴
学位論文題目
ふるやまかずみち
 古山和道(宮城県)
 博士(医学)
 医第2883号
 平成8年3月8日
 学位規則第4条第2項該当
 昭和62年3月14日
岩手医科大学医学部医学科卒業
 ピリドキサールリン酸不応性X染色体連鎖鉄芽球
 性貧血における赤血球型δ一アミノレブリン酸合
 成酵素遺伝子の変異とその変異酵素に関する研究
論文審査委員
 (主査)
教授林 典夫教授今野多助
教授柴原茂樹
 一605一
論文内容要旨
緒言
 ヒト赤血球型δ一アミノレブリン酸合成酵素(ALAS-E)は赤血球系細胞で特異的に発現し,
 ヘモグロビンヘのヘム供給に働いている。本酵素遺伝子はX染色体上にあり,その異常はX染
 色体連鎖鉄芽球性貧血(XLSA)の病因として重要である。本研究は,ピリドキサールリン酸
 (PLP)の投与によっても貧血が改善しない型のX染色体連鎖鉄芽球性貧血(PLP不応性
 XLSA)の発症に本酵素がどのように関わっているかを解明することを目的として行った。
 研究方法および結果
 症例は18歳の男性。広島大学医学部原爆放射能医学研究所内科にて,鉄芽球性貧血と診断さ
 れた。診断時,骨髄細胞のALAS活性は正常対照の約20分の1であった。診断確定後,ピリド
 キサールリン酸投与を14週間継続したが明らかな効果は認められなかった。
 EBvirusにより株化した患者末梢血単核球からゲノムDNAを調製し,ALAs-E遺伝子のプ
 ロモーター領域250bpも含めた全11エクソンのそれぞれをPCR法で増幅した後,dideoxy法に
 より塩基配列を決定した。その結果,第5エクソン内の第621番目の塩基がAからTに変異し
 ており,これにより,第190番目のアミノ酸はAspからVa1へと変異することが知られた。こ
 のALAS-E遺伝子の変異は,母と姉では正常の塩基配列とヘテロで存在していた。ALAS-E活
 性を測定した骨髄試料について,ヒトALAS-E蛋白を認識する抗体を用いた免疫プロット法に
 よりALAS-E蛋白量を正常対照と比較したところ,患者骨髄におけるALAS-E蛋白量も約20分
 の1に減少していた。
 次に,本症例で同定された点変異をKunkel法を用いて野生型cDNAに導入した変異cDNA
 を作製し,GST融合蛋白質として大腸菌中で発現させ,精製後,野生型と変異型の本酵素活性
 をlnvi七roで比較した。しかし,補酵素であるPLPを測定系に過剰に添加した場合も添加しな
 い場合も,野生型と変異型の活性の間に明らかな差は認められなかった。この結果から,本例で
 認められた点変異は,酵素の触媒能には大きな影響は与えないものと考えられた。
 一方,ALAS-Eは細胞質で合成され,ミトコンドリアに移行した後,ミトコンドリア内で切断
 酵素により蛋白質のアミノ末端の一部が切断されて成熟型となり,ミトコンドリアのマトリック
 スで機能することが知られている。従って,上記の点変異が酵素のミトコンドリアヘの移行や生
 理的な修飾に影響を与えている可能性について,invivoに近い条件で検討することが必要と考
 えられた。そこで,野生型および変異型のcDNAをpCAGGS発現ベクターに組み込み,リン酸
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 カルシウム法によりウズラ線維芽細胞の培養細胞株であるQT6に導入して強制発現させた後,
 培養細胞のミトコンドリア画分を調製し,発現させたALAS-E蛋白を免疫プロット法により検
 出,比較した。野生型のALAS-Eを発現させた場合には64kDaの前駆体と思われるバンドと
 58kDaの成熟型と思われるバンドの2種類を認めたのに対し,変異型を発現させた場合には
 64kDaのバンドは同様に検出されたが,58kDaのバンドは認められず,その代わりに59.5kDa
 と59kDaの2本のバンドが認められた。野生型および上記の変異型ALAS-Eを発現させた細胞
 では,いずれもポルフィリン体が著増していたことから,発現させた蛋白はミトコンドリアへ移
 行し,そこで機能していることが強く示唆された。すなわち,点変異により酸性で親水性のアミ
 ノ酸(Asp)から中性で疎水性のアミノ酸(Val)へと大きく変異したことにより高次構造が変
 化し,このためミトコンドリア内の前駆体切断酵素が正しい部位を認識できなくなり,異常な切
 断が起こるのではないかと考えられる。さらに,このような正常とは異なる修飾を受けた蛋白質
 は分解され易くなり,このため,ミトコンドリア内での蛋白量ひいては酵素活性が低下するもの
 と推察される。
結論
 XLSAは比較的希な疾患であるが,特定の遺伝子(ALAS-E)の変異により発症する可能性が
 高い遺伝性貧血であることが以前より推定されている。また,PLP反応性のXLSAについては,
 ALAS-E蛋白のPLP結合部位近傍の変異によりPLPとの親和性が低下し,このために酵素活性
 が低下して鉄芽球性貧血発症の原因となると報告されている。しかし,PLP不応性のXLSAに
 ついては,これまでその発症の原因についての詳細な解析報告はない。本研究により,PLP不
 応性の症例においてもALAS-Eの異常が病因と深く関わっていると考えられること,さらに反
 応性の症例のような酵素自身の触媒活性の低下ではなく,その量の減少が細胞内での酵素活性の
 低下の原因である可能性が明らかとなった。
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 審査結果の要旨
 δ一アミノレブリン酸合成酵素(ALAS)は,ミトコンドリアのマトリックスで機能するヘム
 生合成系の調節酵素であり,非特異型と赤血球型(ALAS-E)の2種類のアイソザイムが存在す
 る。このうちALAS-Eは赤血球系細胞で特異的に発現し,ヘモグロビンヘのヘム供給に働いて
 いる。ヒトのALAS-E遺伝子はX染色体上にあり,その異常はX染色体連鎖鉄芽球性貧血
 (XLSA)の病因として重視されてきた。本疾患の中で,本酵素の補酵素であるピリドキサール
 リン酸(PLP)の投与により貧血が改善される型のXLSA(PLP反応性XLSA)においては,
 本酵素遺伝子との関連が既に明らかにされている。しかし,PLP投与によって貧血が改善され
 ない型のXLSA(PLP不応性XLSA)については,その発症に本酵素がどのように関わってい
 るのか不明であり,本研究はこのようなPLP不応性XLSAと本酵素遺伝子変異との関係を解明
 することを目的として行われた。
 先ず,PCR法によりPLP不応性XLSA患者ALAS-E遺伝子の各エクソンを増幅した後,塩
 基配列を決定し,第5エキソンにアミノ酸変異を引き起こすような点変異を同定した。次いで,
 GST融合蛋白質として正常酵素および変異酵素を大腸菌で発現させ,invitroにおける両者の
 ALAS活性を比較したが,明らかな差異は認められなかった。一方,患者の骨髄細胞について
 ALAS活性を測定し,さらに免疫プロット法を用いてALAS-E蛋白量を正常対照と比較すると,
 酵素活性およびALAS-E蛋白量は,ともに対照の約5%と,同程度に減少していることが見出
 された。そこで,本酵素の正常および変異遺伝子を真核細胞に導入して発現させ,当該変異が本
 酵素の細胞内移行やミトコンドリアにおけるプロセッシングに与える影響を検討したところ,ミ
 トコンドリアの成熟型酵素と見られる成分の泳動度が正常酵素と変異酵素では明らかに異なると
 いう大変興味深い知見が得られた。これらの結果から,著者は,PLP不応性XLSAにおいて同
 定した点変異は,酵素の触媒能を低下させることなく酵素の高次構造を変化させるため,変異酵
 素は異常な修飾を受けて分解され易くなり,ミトコンドリア内の蛋白量ひいては酵素活性が低下
 するものと推定している。
 このように,本論文は,PLP不応性XLSAにおいても,ALAS-E遺伝子の変異がその病因と
 して重要であることを始めて実証したものであり,検討した症例では,酵素自身の触媒能の低下
 ではなく,その量の減少が細胞内での酵素活性の低下の原因であることを示している。これは,
 他の型の鉄芽球性貧血における原因解明や治療法開発においても,非常に有用な情報を与えるも
 のと考えられる。故に,本論文は学位の授与に値するものと判断される。
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